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．临床研究．

人乳头瘤病毒16型转化基因在不同阶段宫颈

上皮病变组织中的分布及基因变异特点

张帆丁晓华蔡红兵王华陈长春张帅

【摘要】 目的研究人乳头瘤病毒(HPV)16 E6、E7和E5基因在湖北地区不同阶段宫颈上皮

病变患者组织中的分布以及E6、E7基闪的变异特点。方法从124例宫颈癌、17例宫颈上皮内瘤变

(CIN)I+CINⅡ级、23例CINⅢ级和36例慢性官颈炎患者活检或手术切除标本中提取组织DNA，用

HPVl6 E6、E7和E5特异性引物进行PCR扩增，对部分扩增的E6和E7产物片段进行测序分析。

结果在官颈炎、CIN I+CIN 11级、CINⅢ级和宫颈癌组织中，E6基因的阳性率分别为25．O％、

29．4％、60．9％和76．6％；E7基因的阳性率分别为16．7％、41．2％、43．5％和61．3％；E5基因的阳性

率分别为5．6％、5．9％、30．4％和40．3％。E6、E7和E5基因在不同阶段宫颈上皮病变组织中的阳性

率差异均有统计学意义(均P<0．01)。在80例官颈癌测序组织中，有47例发生E6基因178位点的

nC突变，突变率为58．8％，相应氨基酸由天冬氨酸(Asp)改变为谷氨酸(Glu)；而在20例宫颈炎和
22例CIN I一Ⅲ级测序组织中，E6基因178位点的突变率分别为25．O％和31．8％。在30例宫颈癌

测序组织中，有2l例发生E7基因647位点的A—G突变，突变率为70．0％，相应氨基酸由天冬酰胺

(Asn)改变为丝氨酸(Ser)；而在20例宫颈炎和22例CIN I一Ⅲ级测序组织中，E7基因647位点的突

变率分别为35．0％和40．9％。结论HPVl6 E6、E7和E5基因与宫颈癌的发生和发展有高度的相关

性。但E5基因在不同阶段宫颈上皮病变中可能存在不同程度的缺失。中国湖北地区流行的HPVl6

病毒株可能为HPVl6亚洲型变异株。

【主题词】 宫颈疾病；人乳头瘤病毒16；序列分析； 突变
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【Abstract】 ObjL：地'tive The aim of this study W8$to analyze the relative distribution and gene

vailation of HPV l 6 transforming gene E6．E7 and E5 at different stages of cervical lesions．Methods DNA

Was extracted from tissue samples of 200 patients with cervical lesions。including 124 cervical cancer。17

CIN grade I and 1I．23 CIN gradeⅢand 36 cervicitis．111en HPVl6 E6，E7 and E5 genes were

amplified，and part of the E6 and E7 PCR products were sequenced using the HPVl6 E6 and E7 specific

ptimers．Results The positive rate of E6 gene in cervicitis，CIN I and CIN II，CIN 1II and cervical cancer

WaS 25．0％，29．4％．60．9％and 76．6％，respectively．The positive rate of E7 gene Was 16．7％，41．2％，

43．5％and 61．3％．respectively．The positive rate of E5 gene Was 5．6％。5．9％，30．4％and 40．3％，

respectively．HPVl6 E6 gene mutations in Nt 178 were found
in 47 case from 80 cervical cancer samples，

resuhing in amino acid change of Asp to Glu．The mutation rate Was 58．8％．Otherwise the mutation rate of

E6 178 in cervicitis and CIN I～Ul samples was 25．0％and 31．8％．E7 mutations were found in Nt 647

in 21 cervical samples from 30 cervical cancer samples。resulting in amino acid change of Asn to Ser．The

mutation rate was 70．0％．11le mutation rate of E6 647 in cervicitis and CIN I一9I samples was 35．0％

and 40．9％．respectively．Conclusion ne positive rate of E6 and E7 increaSe gradually from cervicitis，

CIN I and CIN lI，CIN m to cervical cancer．The rate of E5 is relatively lower than that of E6 and E7 gene
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in cervical tissue samples．These results show that E6 and E7 gene are highly associated with the progress of

cercieal cancer and E5 genes are lost in the development of cervical cancer．High frequency mutations of

HPVl6 E6 and E7 gene in E6 178。E7
647 have been found jil cervical cancer samples in Hubei province。

China．These results approved that the HPVl6 variants prevalent in this are8哦different from the European
and African variants．

【Subject words】Uterine cervical diseases；HPVl6；Sequence analysis；Mutation

在已鉴别的200多种型别的人乳头瘤病毒

(HPV)中，大约有40种不同类型的HPV能特异性

地感染人生殖系统的皮肤和黏膜¨引。有研究表明，

高危型HPV感染是宫颈癌发生的必要条件旧刮。在

高危型HPV中，以HPVl6感染最为常见，HPVl8感

染相对少见，其他型别的高危型HPV感染则更少

见H≯J。HPVl6有3个重要的与宫颈癌发生相关的

病毒基因，即E6、E7和E5，它们在正常宫颈上皮细

胞向恶性细胞转化的过程中起着重要作用MJ。E6

和E7基因有较强的致细胞发生恶性转化的能力，

而E5基因的致细胞恶性转化能力相对较弱。E6和

E7基因产物能分别与p53基因和RB蛋白相互作

用，抑制这些基因产物对细胞的正常负调节功能，促

进正常细胞向恶性细胞转化。E5基因通过与表皮

生长因子受体的相互作用，促进细胞增殖，抑制细胞

凋亡，单独或者协同其他肿瘤蛋白发挥转化细胞的

功能。因此，在研究高危型HPV在宫颈癌发生发展

中的分子作用机制时，对E6、E7和E5基因进行检

测分析将具有重要意义。

因HPV感染的型别及基因变异有地区性差异，

本研究中，我们以湖北地区不同级别的宫颈病变患

者为研究对象，对HPVl6 E6、E7和E5基因在宫颈

癌发生和发展不同阶段的基因分布、变异特点进行

分析，以探讨这些基因在宫颈癌发生和发展中的作

用。

资料与方法

1．研究对象：慢性宫颈炎(36例)、宫颈上皮内

瘤变(CIN)I+CIN II级(17例)、CINⅢ级(23例)

和宫颈癌(124例)标本来自武汉大学中南医院住院

手术患者或门诊活检患者，标本取材时间为2004年

1月至2009年5月。患者年龄25～60岁，均为湖北

籍，无外地长期居住史。所有标本均经病理检查证

实，在一80℃环境中冻存。

2．样品DNA的制备：取50～100 mg组织，用

生理盐水漂洗后，放入1．5 ml Eppendorf管中，用眼

科手术剪剪碎，加500山DNA提取溶液，再加入
10 mg／ml的蛋白酶K 10山和10％的SDS 20 lzl，

50。C保温3—12 h。常规苯酚．氯仿抽提，乙醇沉淀，

溶于50—100斗l TE溶液中备用。

3．PCR扩增：以宫颈组织DNA为模板，用

HPVl6 E6、E7和E5基因特异性引物进行扩增，引

物序列见表l。PCR反应体积为50斗l，其中包括宫

颈组织DNA样品2山，10×PCR反应缓冲液5一，

dNTP各2 mmol／L，10 pmol／一引物各2山，Taq

DNA聚合酶1 U。PCR反应条件为94℃45 s，42℃

45 s，72℃45 s，循环35次。所有样品重复扩增2—

3次。以1．2％的琼脂糖凝胶电泳观察PCR产物

带。

表1 E6、E7和E5基因的PCR扩增引物序列

4．序列测定和DNA数据分析：PCR扩增产物

经纯化后直接进行测序分析。比较基因序列数据库

中HPVl6参考病毒株的E6、E7基因与宫颈组织样

品中HPVl6 E6、E7基因的扩增序列差异，用

DNAStar软件中的SeqMan程序分析HPVl6 E6、E7

基因区的核苷酸序列和氨基酸序列的改变。

5．统计学方法：采用SPSS儿．5软件进行统计

处理，计数资料样本率的比较采用卡方检验。以

P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

1．宫颈组织HPVl6 E6、E7和E5基因的PcR

扩增结果：分别从慢性宫颈炎、CIN I+CINⅡ级、

CINUl级和浸润性宫颈癌组织提取的DNA中扩增

HPVl6型特异的E6、E7和E5基因，获得特异的产

物片段为PCR扩增阳性，其中E6基因的扩增产物

片段大小为453 bp，E7为264 bp，E5为294 bp(图

1—3)。慢性宫颈炎、CIN I+CIN 11级、CINllI级和

浸润性宫颈癌组织中E6、E7和E5基因特异性片段

检出的阳性率见表2，HPVl6 E6、E7和E5基因的阳
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性率随疾病的进展而逐渐增高，且差异有统计学意

义(均P<0．01)。

M：DNA分子量标准；HPVl6：质粒DNA阳性对

照；l-4：宫颈癌组织DNA样品；5—6：宫颈炎组

织DNA样品

图1 HPVl6 E6基因的PCR产物电泳图

M：DNA分子量标准；HPVl6：质粒DNA阳性对照；

1—5：宫颈癌组织DNA样品；6—8：GIN组织DNA

样品

圈2 HPVl6 E7基因的PCR产物电泳图

M：DNA分子量标准；HPVl6：质粒DNA阳性对

照；l一3：宫颈癌组织DNA样品；4—7：宫颈炎组

织DNA样品

圈3 HPVl6 E5基因的PCR产物电泳图

表2不同阶段宫颈上皮病变组织中HPVl6 E6、

耵和E5基因的检出结果比较

注：( )内为％

2．HPVl6 E6和E7基因产物序列测定和基因

变异分析结果：对部分宫颈病变组织HPVl6 E6基

因453 bp片段PCR扩增产物进行测序，结果显示，

在已测序列的HPVl6 E6基因片段中，存在着第178

位核苷酸的突变(T一+C)，相应氨基酸由天冬氨酸

(Asp)突变为谷氨酸(Glu，表3)。其他位点变异较

少见，只出现l一4个核苷酸序列的改变。发生核苷

酸序列突变的位点中，绝大多数为有意义突变，可引

起相应氨基酸序列的改变。

对部分宫颈病变组织HPVl6 E7基因264 bp片

段PCR扩增产物进行测序，结果显示，在已测序列

的HPVl6 E7基因片段中，存在着第647位核苷酸

的突变(A_G)，相应氨基酸由天冬酰胺(Asn)突变

为丝氨酸(Ser，表3)。E7基因的846位点同时存在

高频率的nC碱基变异，但并没有引起氨基酸的
变化，为同义突变。

表3 HPVl6 E6和E7基因核苷酸和氨基酸序列的

主要变异情况

HPVl6 E6和E7基因在宫颈炎和CIN I一Ⅲ级

中的突变频率均明显低于宫颈癌组织(均P<0．01，

表4)。另外，有52．4％的宫颈癌组织中同时存在

E6基因178位点和E7基因647位点核苷酸的突

变。

裹4不同阶段宫颈上皮病变组织中HPVl6 E6 178及

E7 647位点的突变数和突变频率

讨 论

HPV基因可分为早期转录基因(E)和晚期转录

基因(L)。早期转录基因E1和E2常在HPV引起

的宫颈癌发生和发展过程中，尤其是在高级别的

CIN和浸润性宫颈癌阶段，与人基因组整合而丢失。

E4基因也常在病毒基因与人基因组整合时丢

失¨引。E5基因对HPV感染的宫颈上皮细胞也有

转化作用，但在人宫颈癌发生的晚期阶段也常发生

丢失。E6和E7基因在高级别的CIN和浸润性宫颈

癌中病毒基因的拷贝数较高，容易检测分析。因此，

在HPV致宫颈癌的检测分析和宫颈癌发生分子机

制的研究中，对E6、E7和E5基因的检测和分析显

得尤其重要。
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本研究结果显示，E6和E7基冈在宫颈炎、CIN

I+CIN 11级、CIN m级和宫颈癌组织中的阳性率均

逐渐增加，表明E6和E7基因与宫颈癌的发生、发

展高度相关。E5基因的阳性率虽然随病程进展逐

渐增高，但与相同病变阶段的E6和E7基因相比，

阳性率明显较低。表明E5基因在宫颈癌发展的不

同阶段都存在基因缺失，其在人宫颈癌的发生、发展

过程中的作用可能比E6和E7基因小。我们在对

宫颈癌组织HPVl6 E6基因PCR扩增产物进行测序

分析时发现，HPVl6 E6基因核苷酸的变异主要位

于几个比较集中的位点，其中178位核苷酸发生由

T．÷C的突变，引起相应氨基酸的改变(Asp—Glu)，

突变频率为58．8％，提示这一突变可能是湖北地区

宫颈癌患者常见的突变。HPVl6 E7基因PCR扩增

产物的测序结果则显示，在647位核苷酸处，存在着

高频率的A—G核苷酸序列的变化，突变频率为

70．0％，相应氨基酸则由Asn突变为Ser，提示这一

变异亦为湖北地区HPVl6变异株最常见的变异位

点。我们还发现，E6基因178位核苷酸的变异和

E7基因647位核苷酸的变异通常同时存在于同一

HPVl6病毒株中，提示这两处突变可能存在着某种

相互联系。

本研究中的HPVl6主要病毒致瘤基因E6和

E7与欧洲型(E)和非洲型(M)参照株相比，存在着

较大的变异，表明在中国湖北地区流行的HPVl6变

异株不同于E型和甜型HPVl6病毒株，可能为

HPVl6的亚洲型(As)变异株。tO-ill。

Song等H引的研究结果表明，HPVl6 E7基因

647位A—G突变在浸润性宫颈癌中的发生率明显

高于CIN和慢性宫颈炎组织(P=0．0430)，提示

HPVl6 E7这一变异株可能有更强的致癌作用。杨

英捷等H列对北京地区宫颈病变患者HPVl6 E6和

E7基因变异的研究结果表明，E6和E7基因也均存

在着明显变异，与参考株相比，E6基因的变异为

E6．D32E，E7基因的变异为E7-N29S；且单独的E6、

E7基因变异或两个基因同时变异在高度鳞状上皮

内瘤变组织中的发生率均明显高于低度鳞状上皮内

瘤变(均P<0．05)，提示这些基因变异与宫颈上皮

的恶性转化相关。但杨英捷等J列的研究结果与本

研究有明显差别，提示HPVl6变异株在中国不同地

区宫颈病变患者中也存在地域性差异。

TomeseUo等。141的研究结果表明，由于HPVl6

亚洲美洲型(AA)和Af-1型变异株在E6和E7基因

中存在着明显的碱基变异，因此比E型变异株有更

高的致宫颈癌的风险。本研究结果也表明，宫颈癌

组织中E6和E7基冈的变异明显高于宫颈炎和

CIN。分析其原因町能为：(1)中国湖北地区感染的

HPVl6亚型主要为As变异株，它的潜在致癌能力

比E型变异株更强；(2)在由宫颈上=皮病变向宫颈

癌的进展过程中，HPVl6 E6和E7基因发生变异的

频率逐渐增加。
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